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2.3 Probenvorbereitung biologischer Materialien

Fiir eine richtige und genaue Analyse biologischer Proben ist eine sorgfaltige Probenvor-
bereitung erforderlich. Ziel einer jeden Probenvorbereitung ist es, das zu analysierende
Material in eine der jeweiligen Analysenmethode zugénglichen Form zu tiberfiihren.
Dies kann durch Zerstérung der Matrix mittels Aufschlufl, Abtrennung des Analyten
von storenden Begleitsubstanzen oder durch Aufkonzentrierung bzw. Anreicherung des

Analyten erreicht werden.

Zur Probenvorbereitung biologischer Proben werden verschiedene Aufschlufitech-
niken eingesetzt, deren Nomenklatur sich im allgemeinen nach den dufleren Bedingun-
gen des Aufschlufiverfahrens richtet. So finden offene Naflaufschliisse, Druckaufschliisse,
mikrowellenunterstiitzte Aufschliisse und Trockenveraschungen Anwendung. Charakte-
ristische Parameter eines Probenaufschlusses sind Aufschlufitemperatur und Aufschluf-
zeit, die Art und die Menge des Aufschlufireagenzes, sowie die Menge des eingesetzten

Analysenmaterials.

2.3.1 AufschluBtechniken

Das am héufigsten eingesetzte Verfahren ist der NaBaufschluff in sogenannten offenen
Systemen unter Umgebungsdruck mit oxidierenden Sduren wie Salpetersdure (HNOs3),
Schwefelsdaure (HySO4) oder Perchlorsdure (HCIOy), wobei letztere aufgrund ihrer erhoh-
ten Reaktivitdt gegeniiber organischen Materialien nur in binéren oder terndren Gemi-
schen mit anderen Mineralsduren und nicht in geschlossenen Systemen eingesetzt wird
[50]. Vorteile des Verfahrens sind zum einen hohe Probeneinwaagen und zum ande-
ren eine leichte Automatisierbarkeit. Nachteile liegen in der Gefahr der Kontamination
der Probe durch die Laborluft, dem hohen Reagenzienverbrauch und der Gefahr des

Verlustes von Elementspuren.

Eine Verbesserung des Ergebnisses der Probenvorbereitung kann durch Arbeiten
in geschlossenen Systemen durch die Verwendung von Autoklaven und Durchfithrung
eines Druckaufschlusses erzielt werden. Gegeniiber dem vorgenannten offenen NaBauf-
schluB bietet der Druckaufschlufl einige Vorteile. Diese liegen in der weitgehend gegen
die Laboratmosphére abgeschirmten Arbeitsweise, durch die Kontaminationen verhin-

dert werden kénnen, in der Verkiirzung der Aufschlufizeit durch Anwendung von Tem-
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peraturen oberhalb des Siedepunktes des Aufschluireagenzes, sowie einem geringeren
Reagenzienbedarf. KREPPEL et al. belegten den Vorteil des geschlossenen (Druck-)
Aufschlusses gegeniiber dem offenen Aufschlufl durch eine Analyse verschiedener bio-
logischer Proben (Leber, Niere, Herz, Hirn, Haare) mit anschliefender Bestimmung
der Elementgehalte mittels I[CP-OES [13]. Sie zeigten, daf fiir einige Elemente (As,
Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb und Zn) vergleichbare Gehalte
wie beim Druckaufschluf} erzielt werden konnten, sich nach dem offenem Aufschluf} je-
doch noch Riickstande (Fette) in den Aufschlufigeféfien befanden. Diese kénnen den
Ansaug- und Zerstaubungsvorgang in einem [CP-Spektrometer stéren, weshalb die Me-
thode des offenen Aufschlusses bei nachfolgender Messung am ICP als unzureichend

beurteilt werden muf.

Um biologische Proben optimal aufzuschlieBen, ist nach WURFELS [50] eine Tem-
peratur von 170 - 180 °C erforderlich. In seinen Arbeiten [50] - [57] zeigte er, daf
durch eine Erhéhung der Aufschlufitemperatur tiber 180 °C keine nennenswerte Ver-
besserungen hinsichtlich des umgesetzten Kohlenstoffgehaltes erreicht werden kann.
Die maximale Aufschlufitemperatur fiir Druckaufschliisse wird zudem durch die Wahl
des Gefafimaterials begrenzt: Bei Verwendung von Aufschlufigefafien aus Polytetra-
fluorethylen, PTFE (Teﬂon©), kénnen je nach Qualitat des Materials Temperaturen
von 160 bis 200 °C eingestellt werden. Oberhalb von 200 °C beginnt PTFE zu erwei-
chen. Zudem koénnen Elemente bei zu hohen Temperaturen in die Gefélwandungen
hineindiffundieren und bei nachfolgenden Analysen Memoryeffekte auslosen. Als alter-
natives Gefafimaterial wird Perfluor-Alkoxy (PFA) eingesetzt. Im Vergleich zu PTFE
hat PFA den Vorteil einer héheren Temperaturstabilitdt (- 200 bis + 260 °C) und
groferen Bestdndigkeit gegeniiber den eingesetzten Mineralsduren — ohne Diffusions-
bzw. Memoryeffekte. Als Nachteil sind die weitaus hoheren Materialkosten (ca. 80 -
100 DM /kg) anzufiihren.

Die Dauer des AufschluBes liegt nach JACKWERTH und WURFELS unabhingig
von der Art des biologischen Materials bei 3 Stunden [54]. Eine Verldngerung fithrt zu
keiner Verbesserung des Aufschlufiresultates hinsichtlich der verbleibenden Menge an
organischen Zersetzungsprodukten. Zu dieser Aufschlufizeit ist noch die vom Autokla-

vensystem abhingige Aufheizdauer zu addieren.
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Die Finwaagemenge des biologischen Materials richtet sich nach dem Kohlen-
stoffgehalt der Probe, der Menge des Aufschlufireagenzes und dem maximal méglichen
Innendruck, dem das Autoklavensystem standhalten kann. Unabhangig von der Art
der biologischen Proben liegt der Druck in der Endphase des Aufschlusses bei ca. 2
MPa. Dieser Druck ergibt sich durch den Druck der entstehenden Gase CO; (aus dem
Kohlenstoff der organischen Probenbestandteile) und NO/NOy (durch Reduktion der

Salpetersidure), sowie durch den Dampfdruck des Wassers und der Salpetersaure.

Als Alternative zu dem doch relativ zeitaufwendigen Druckaufschlufl hat sich seit
Mitte der 80er Jahre der mikrowellenunterstiitzte Aufschlufl etabliert. Aufgrund ihrer
niedrigen Fnergie sind Mikrowellen nicht in der Lage, Molekiilstrukturen zu &ndern; sie
kénnen lediglich die Rotationen von Dipolen und die Molekularbewegung durch Ionen-
wanderung anregen, nicht jedoch Schwingungen oder Elektroneniibergange [53]. Der
Zeitbedarf im Vergleich zu Systemen mit konventioneller Warmeiibertragung kann bei
Verwendung der Aufschlufigerate mit Mikrowellenanregung um einen Faktor 3 verkiirzt
werden [58]. So betrdgt z.B. die Aufheizdauer fiir 10 mL konzentrierte Salpetersdure
in DruckgefdBen auf eine Temperatur von ca. 180 °C bei einer Leistung von 700 Watt

nur etwa 1 Minute.

Einige interessante Anwendungen, bei denen die Mikrowellentechnik als Methode
der Probenvorbereitung angewendet wurde, sind z.B. die Analyse von Se in Rinder-
leber mit HNOj3 [59], die Bestimmung von Cd, Cu, Fe, Pb und Zn in Austern und
Rinderleber [60], oder die Analyse mariner Proben mit einem Gemisch aus HNO3/HF
[61] bzw. HNO3/HCIO4 [61], [62]. Auch Vollblut und Blutserum wurden nach mikro-
wellenunterstiitztem Aufschlufl analysiert und die Elemente P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn,
Se, Rb Sr und Pb bestimmt [43]. Die Elementgehalte der Probenlésungen aller zuvor

genannten Beispiele wurden mit Hilfe spektroskopischer Methoden bestimmt.
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2.3.2 Suspensions- und Gefrierschnitt-Technik

Zwei weitere Moglichkeiten der Probenpraparation, die im Vergleich zu den zuvor be-
schriebenen Aufschlufitechniken einen Vorteil hinsichtlich des Zeitaufwandes fiir die
Probenvorbereitung haben, sind die Suspensions- und die Gefrierschnitt-Technik. Bei-
de Methoden sind insbhesondere fiir die Bestimmung von Elementgehalten mit Hilfe
der TRFA geeignet, da sie die fiir die TRFA mafigebliche Anforderung einer diinnen
Probenschicht erfiillen.

Bei der Suspensionstechnik wird das Probenmaterial homogenisiert und das Ho-
mogenisat (Einwaagemenge bis zu 50 mg; Partikelgrofie < 10 gm) mit 50 - 300 uL. Etha-
nol gemischt. Nach Zugabe eines internen Standards, sowie Auftragung und Trocknung
eines aliquoten Teils der Probensuspension befindet sich etwa 10 bis 100 pg des Pro-
benmaterials auf dem Si0y-Trager, der dann mit Hilfe des TRF-Spektrometers direkt
analysiert werden kann [63] - [65].

Bei der Gefrierschnittechnik werden mit Hilfe eines Mikrotoms aus gefrorenen
Gewebeproben — je nach Beschaffenheit des biologischen Materials — 2 bis 30 gm diinne
Schnitte angefertigt, die auf SiOs-Probentragern aufgebracht und ebenfalls mit einem
internen Standard versetzt werden. Nach der Trocknung findet die Elementbestimmung

mit Hilfe des TRF-Spektrometers statt [46], [66] - [68].

Die fiir die Suspensions- bzw. Gefrierschnitt-Technik erforderlichen Probenmengen
sind im Vergleich zu den fiir die bereits beschriebenen Aufschlufiverfahren notwendi-
gen Probeneinwaagen sehr gering. Hierin kann einerseits ein Vorteil liegen — wenn z.B.
insgesamt nur eine geringe Menge eines biologischen Materials zur Verfiigung steht
— andererseits aber auch ein Nachteil. Letzterer liegt darin, dafl bei der Bestimmung
von Elementen, welche im ng/kg-Bereich in den Proben vorliegen, diese vielfach unter-
halb der NAchweisgrenze liegen und so nicht mehr mittels TRFA nachgewiesen werden

kénnen. Ein weiteres Problem kann in der Inhomogenitiat der Probe liegen.
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